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去岩藻糖GPC3抗体增强NK92细胞对肝癌细胞的杀伤效果
岳 萍，邱 炜，游 敏，陈 琳，黄文竹，曾 柱*
[摘 要] 目的 去岩藻糖基化改造抗磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3（Glypican-3，GPC3）抗体GC33，并研究该抗体依赖的NK92细
胞对肝癌细胞的杀伤效果。方法 以岩藻糖基转移酶8（fucosyltransferase 8，Fut8）缺陷的中国仓鼠卵巢癌细胞（Chinese hamster
ovary，CHO）表达去岩藻糖基化的GC33抗体，以野生型CHO细胞表达的GC33作为对照，通过梯度酶联免疫反应检测其与
GPC3及FC gama receptor Ⅲa（FCGR Ⅲa）的结合活性；以NK92细胞作为效应细胞，检测去岩藻糖基化GC33抗体依赖的NK92
细胞对GPC3阳性的肝癌细胞Hep G2和Huh 7细胞毒作用。结果 去岩藻糖基化改造的GC33抗体保留了与野生型GC33抗体
对GPC3相当的结合活性，其与FCGR Ⅲa的结合能力增强了7倍，增强天然杀伤细胞（natural killer cells，NK）对Hep G2和Huh 7
细胞的细胞毒作用（antibody dependent cellular cytotoxicity，ADCC）。结论 去岩藻糖基化增强了GC33抗体依赖的NK92细胞对
肝癌细胞杀伤效果。
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Defucosylation of anti-Glypican 3 antibody enhances the antibody-
dependent cell cytotoxicity of NK92 to hepatocellular carcinoma cells
in vitro
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[Abstract] This study is aimed to defucosylate the anti-GPC3 antibody GC33 and investigate the antibody
dependent cell cytotoxicity (ADCC) against hepatocellular carcinoma cell lines. Fut8-deficient CHO cells were used
to express defucosylated GC33 antibody (GC33-fut-), and wild-type GC33(GC33-wt) were produced by wild-type CHO
cells. The binding activity of GC33-fut- to GPC3 and FCGR Ⅲa was detected by enzyme-linked immunoreaction.
NK92 cells were used as effector cells to detect the cytotoxicity of GC33-fut- to GPC3-positive hepatoma cells Hep
G2 and Huh 7. Compared with GC33-wt, the GC33-fut- retained a considerable binding activity to GPC3,
demonstrated a higher binding activity to FCGR Ⅲa by 7 folds, and higher ADCC effect to Hep G2 and Huh 7 cells.
In conclusion, defucosylation of anti-GPC3 antibody enhances the ADCC to hepatocellular carcinoma cells.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC），是世
界第5大常见恶性肿瘤，位于癌症死亡相关原因的第
3位[1]。每年全球新增约50万肝癌患者，而我国肝癌
的死亡率占据全球肝癌死亡率的55%左右[2-3]。肝癌
的发病原因主要为肝硬化或肝炎病毒慢性化感染导
致的持续肝损。由于早期肝癌诊断还比较困难，导
致大多数患者明确诊断时已经失去较多的治疗机会。
GPC3在成人肝脏中表达水平很低，而在肝癌组
织中阳性率达66%[4]，是肝癌治疗的理想靶点。近年
来发展了多种靶向GPC3的肝癌治疗手段。在2008
年左右，Roche旗下的Chugai制药报道抗人GPC3单
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克隆抗体GC33能够通过ADCC杀伤肝癌细胞[5-7]，该
药物已经进入临床研究阶段，增强该抗体的ADCC
效率可能成为增强其治疗效果的有效手段。
NK细胞通过ADCC效应杀伤病灶细胞，NK细胞
表面的FCGR Ⅲa与ADCC效应的激活相关[8]。大量
文献报道了IgG1型抗体的恒定区N297上的岩藻糖
基化会降低抗体与FCGR Ⅲa的结合活性，进而削弱
相应的ADCC效应[9-11]。因此，对GC33抗体进行糖基
化改造，制备为去岩藻糖基化型的GC33抗体，可能
成为增强抗体ADCC的理想策略。本研究通过Fut8
缺陷的CHO细胞表达GC33抗体，制备去岩藻糖基化
的GC33（GC33-fut-），评价其与靶标蛋白GPC3和
FCGR Ⅲa的结合活性，并研究该抗体依赖的NK细
胞介导的肝癌细胞杀伤效率，以期为新型肝癌治疗
性抗体的开发提供理论基础。
1 材料与方法
1.1 实验材料 实验细胞系：野生型中国仓鼠卵巢癌
细胞CHO-wt，岩藻糖基转移酶8缺陷的中国仓鼠卵
巢癌细胞CHO-fut，人肝癌细胞株Hep G2，人肝癌细
胞株Huh 7及NK92细胞，均购自Biofeng公司。实验试
剂：CD-CHO培养基（Gibco，10743-029）；1640液体
培养基（Sigma，R8758-500 ml）；FBS（Gibco，10270-
106）；Horse Serum（Gibco，16050-122）；无核苷酸α-
MEM（Sigma，M4526）；LDH检测试剂盒；酶联免疫试
剂（上海沪鼎生物科技有限公司）；FCGR Ⅲa（Sino
biology，10389-H27H1）；Hind Ⅲ（TaKaRa, D1060A），
BamH Ⅰ（TakaRa，1010A）；新 霉 素（neomycin，
Biofeng）；潮 霉 素（Hygromycin，Harvey，H21022）;
lipofectamine2000(Invitrogen，11668-019)；PBS（Gibco，
10010031）；Lectin- Fluorescein（Vector Laboratories；
FL-1041-5 mg）；磷酸氢二钠、柠檬酸、甲酸铵和乙
腈均购自西陇化工；人总IGG检测试剂（上海恒远生
化试剂；T-IGG）；乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒
（BEYOTIME；C0016）；牛血清白蛋白封闭液（百奥莱
博，BTN131236）；PNGase F（NEB，P0705S）；2-氨基
苯甲酰胺(2-AB，阿拉丁试剂，A107203)；质粒载体：
CDNA3.1 -Hygromycin和 pCDNA3.1-neomycin购 自
Biofeng。设备与仪器：37 ℃ 二氧化碳培养箱
（Thermo，3111）；恒温水浴锅（Grant，GD100）；超净
工作台（上海智成分析仪器，2HJH-C1214B）；酶标
仪（安图实验仪器，PHOMO）；制备型液相色谱仪
（GE，Purifier）；离心机（Thermo；Sorvall ST16R）。
1.2 细胞培养 CHO-wt和CHO-fut分别以CD-
CHO悬浮培养于37 ℃ CO2培养箱中。Hep G2和Huh
7分别以含10%FBS的RPMI-1640静置培养于37 ℃
CO2培养箱中。NK92细胞培养于含有12.5%的FBS
和12.5% horse serum的无核苷酸α-MEM培养基中。
1.3 抗体表达与分析 GC33抗体基因来自于IMGT
数据库，由生工生物进行合成，获得抗体的DNA。将
GC33轻链（K）和重链基因（H）的DNA片段分别插入
pCDNA3.1-neomycin和pCDNA3.1-Hygromycin载体
的Hind Ⅲ/BamHⅠ，经测序筛选正确插入基因片段
的克隆，分别命名为pCDNA3.1-Hygromycin-GC33K
和 pCDNA3.1 - Hygromycin - GC33H。 用 脂 质 体
lipofectamine2000将pCDNA3.1-Hygromycin-GC33K
和pCDNA3.1-Hygromycin-GC33H按质量比1∶1共转
入 CHO - wt细 胞 或 CHO-fut细 胞 中 ，以 新 霉 素
（neomycin）400 μg/ml和潮霉素（Hygromycin）500 μg/
ml加压筛选获得稳定表达GC33的细胞株。
1.3.1 表 达 GC33的 CHO-wt和 CHO-fut荧 光 染
色 1 000 r/min离心 5 min收集培养的细胞，以
PBS洗涤细胞2次，以PBS把细胞悬浮为1×106 cell/
ml；加入1 μg/ml Lectin- Fluorescein，室温染色20 min；
以PBS洗涤2次后，再以PBS重悬为细胞悬液。将染
色后的细胞置于倒置荧光显微镜下，分别在白光和
蓝光下观察，并进行拍照。表达GC33的CHO-wt和
CHO-fut在无血清培养基CD-CHO中进行批次培养，
于培养第7天收集培养上清；以人总IGG检测试剂盒
对表达上清中的抗体滴度进行检测。
1.3.2 Protein A亲和层析纯化 取耦联上Protein A
的Sepharose4B介质10 ml装柱，连接至制备型液相色
谱仪，将A泵接入0.2 mol/L磷酸氢二钠溶液，B泵接
入0.2 mol/L柠檬酸溶液；设定检测波长UV280 nmol/
L，流速5 ml/min；调节A/B泵进样比例，先取100%B
（pH 2.3）冲洗柱子去除杂蛋白，再取10%B（pH8.0）
平衡pH，待检测波长稳定归零；上蛋白样，待穿透峰
过后，接入10%B继续平衡至检测波长降至零点并稳
定；用70%B（pH4.0）洗脱，收集洗脱峰的样品；将样
品装入截留Mr 30 000的透析袋中，置于PBS中，透析
过夜；分别获得GC33-wt和GC33-fut-两种抗体。分
别配置12%和10%的丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE），纯
化后的样品加入非还原性loading buffer，上样至10%
的SDS-PAGE进行电泳；样品加入含有β-巯基乙醇
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的还原性loading buffer，上样至12%的SDS-PAGE进
行电泳。待溴酚蓝跑至胶的下沿，停止电泳，将凝
胶卸下，以考马斯亮蓝染色30 min，以氯化钾溶液
脱色过夜。以PNGase F酶处理抗体，回收释放的糖
基，通过PGC固相萃取柱纯化N-糖；以2-AB标记试
剂标记多糖，通过MCC固相柱纯化标记的多糖，最
后以Uplc分析多糖的组成：A液为50 mmol/L pH 4.4
甲酸铵溶液；B液为乙腈;柱温设为40 ℃；流速设置为
0.4 ml/min。洗脱程序设置如下: 0 min，70%B；5 min，
65%B；40 min，50%B；50 min，50%B；55 min，70%B；
65min，70%B。
1.4 抗体与GPC3的酶联免疫反应 对数生长期的
Hep G2或Huh 7细胞接种至细胞培养96孔微孔板
中，培养至细胞刚好铺满板底；PBST洗板1次后，用
牛血清白蛋白封闭液按照 200 μl/孔进行封闭。封
闭后的检测板用于抗体检测，抗体 1 μg/ml起始，按
照1/ 3倍比稀释，加入检测板中，孵育1 h；以PBST洗
板5次，加入含有GAH-HRP的封闭液，孵育30 min；
PBST洗板5次，加入显色液；显色5 min后，加入终止
液，终止反应。在酶标仪上读取OD450/620值。
1.5 抗体与FCGR Ⅲa的酶联免疫反应 以100 ng/
孔包被FCGR Ⅲa至96孔微孔板中，用 牛血清白蛋白
封闭液按照 200 μl/孔进行封闭。封闭后的检测板
用于抗体检测，抗体 100 μg/ml起始，按照1/3倍比稀
释，加入检测板中，孵育1 h；以PBST洗板5次，加入含
有GAH-HRP的封闭液，孵育30 min；PBST洗板5次，
加入显色液；显色5 min后，加入终止液终止反应。
在酶标仪上读取OD450/620值。
1.6 ADCC反应 取对数生长期的Hep G2或Huh 7
细胞，消化为单细胞悬液，离心收集后用加有 1%FBS
的无酚红的 MEM培养基将细胞数调整为1×105 cell/
ml, 按照 50 μl/孔铺入 96 孔板中，即5 000 cell/孔。
将 GC33抗体加到含有 1%FBS的无酚红的 MEM培
养基稀释至90 μg/ml,按照50 μl/孔加入接种了靶细
胞（Hep G2或Huh 7）的 96 孔板中；置于 37 ℃, 5%
CO2 培养箱中孵育 1 h。将 NK92细胞调整至1×107、
5×106、1×106 cell/ml按照 50 μl/孔加到已加入靶细胞
和抗体的细胞板中，混匀后孵育于37 ℃ CO2培养箱。
每个测试均设置3个平行重复。分别于12、24和48 h
后，将细胞板的上清转移 50 μl至乳酸脱氢酶细胞
毒性检测试剂盒中，进行乳酸脱氢酶（lactate
dehydrogenase，LDH）释放量检测，检测波长为490 nm，
参比波长为620 nm。实验设置分为：最大释放组（加
入裂解液的靶细胞）、最小释放组（仅含有靶细胞）、
背景对照组（靶细胞和效应细胞）、实验组（靶细胞，
效应细胞和抗体）。ADCC作用对靶细胞的杀伤活
性：细胞杀伤比例=（OD实验组-OD背景对照组）/
（OD最大释放组-OD最小释放组）×100%。
1.7 统计学分析 对酶联免疫反应的数据用Prism
7.0进行处理，横坐标Transform为对数形式，以Dose-
response -Stimulation中的 Log（agonist）vs response-
variable slope（for parameters）作为算法，绘制拟合曲
线，并计算EC50值。实验数据用均数±标准差表示，
采用Prism 7统计软件进行分析，组间差别采用两独
立样本t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 去岩藻糖基化GC33抗体的表达 利用野生型
CHO细胞（CHO-wt）和Fut8敲除的CHO细胞（CHO-
fut）分别对GC33抗体进行表达，分别获得野生型
GC33抗体（GC33-wt）和去岩藻糖基化GC33抗体
（GC33-fut-）。利用荧光素酶标记的Lectin对表达
GC33-wt和GC33-fut-的CHO细胞，分别进行染色，由
图1可见，表达GC33-fut-的CHO细胞表面无岩藻糖
基，无法与Lectin结合，因而无荧光出现。
图1 表达GC33-wt和GC33-fut-的CHO细胞株分别进行
Lactin- Fluorescein染色（×40）
Fig 1 CHO cell lines stained with lactin-Fluorescein (×40)
利用人总IGG检测试剂对GC33细胞株培养上
清进行定量后，GC33-wt和GC33-fut-的产量分别为
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Cell
GC33 wt
GC33 fut-
G0-GN
1.4%
4.7%
G0
4.2%
45.3%
G0F
40%
2.2%
G0F-GN
3.5%
2.5%
G1
5.4%
43.8%
G1F
45%
0.3%
50 mg / L和52 mg /ml。GC33-wt和GC33-fut-进行
Protin A亲和层析纯化后，进行SDS-PAGE分析，如图
2所示，在还原条件下，均被分离为相对分子质量为
50 000的重链和25 000的轻链，而非还原条件下2株
GC33抗体的相对分子质量基本一致，均为150 000。
这说明去岩藻糖基的GC33抗体保持很好的分子均
一性，未出现可见的分子聚集。
通过Quick N-Glycan分析检测2株GC33抗体的
N端糖型，结果如表1所示，GC33-wt的G0F+（G0F-
GN）+G1F高达88.5%，而GC33-fut-的G0F+（G0F-
GN）+G1F仅为5%，说明已经实现了95%的GC33-fut-
抗体的去岩藻糖基化。
The antibody was analyzed with reduced SDS-PAGE (left) or non-
reduced SDS-PAGE(right), 1) GC33-wt; 2) GC33-fut-.
图2 GC33抗体的表达及SDS-PAGE分析
Fig 2 The expression of GC33 antibody detected by SDS-PAGE
表1 GC33抗体的糖基化分析
Tab 1 Glycosylation analysis of GC33
2.2 去岩藻糖基化GC33抗体与GPC3的结合活
性 为探究GC33-wt和GC33-fut-对靶标蛋白GPC3
的结合活性是否有差异，我们以GPC3阳性的Hep G2
细胞和Huh 7细胞分别铺96孔微孔板，待细胞生长铺
满板底时，以GC33-wt和GC33-fut-作为一抗，进行梯
度稀释后，进行酶联免疫反应。对OD460/620读值进行
拟合，并进行EC50的计算。结果如图3所示，无论
Hep G2还是Huh 7，GC33-wt和GC33-fut-的结合反应
曲线都是基本重叠，GC33-wt与HepG2的EC50为
10.87 ng/ml, GC33-fut-与Hep G2的EC50为11.19 ng/ml;
对于Huh 7细胞，GC33-wt的EC50为28.55 ng /ml，
GC33-fut-的EC50为28.51 ng/ml, 这说明2株GC33与
GPC3的结合活性一致。而Hep G2和Huh 7的反应曲
线不完全一致的可能原因是本实验中Hep G2和
Huh 7细胞表面的GPC3的丰度不一致。
2.3 去岩藻糖基化GC33抗体与FCGRⅢa的结合
活性 FC gama receptor（FCGR）是免疫细胞表面一
类重要的受体分子，主要识别IgG型抗体的FC段。
其中FCGRⅢa主要存在于天然杀伤细胞表面，通过
结合IgG抗体，进而介导细胞毒作用。因此FCGRⅢa
与抗体的结合能力直接与其ADCC效率相关。本研
究中测试了去岩藻糖基化GC33抗体与FCGRⅢa的
结合活性，结果如图4所示，GC33-fut-与FCGRⅢa的结
合活性强于GC33-wt的；FCGRⅢa与GC33-wt的EC50为
8.978 μg/ml, 而GC33-fut-的EC50为1.289 μg/ml，即
FCGRⅢa与GC33-fut-的结合活性是GC33-wt的6.97
倍。这提示GC33-fut-可能介导更强的ADCC活性。
a) Enzyme-linked immunosorbent response curve of GC33 antibody
and Hep G2 cells; b) enzyme-linked immunosorbent response curve of
GC33 antibody and Huh 7 cells.
图3 GC33与GPC3的结合活性
Fig 3 The binding activity of GC33 to GPC3
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图4 GC33与FCGR Ⅲa的结合活性
Fig 4 The binding activity of GC33 to FCGR Ⅲa
2.4 去岩藻糖基化GC33抗体介导的细胞毒性 我
们分别以GPC3阳性的肝癌细胞Hep G2和Huh 7作为
靶细胞（target cell），以NK 92细胞作为效应细胞
（effector cell），设置不同比例，并分别加入GC33-wt
和GC33-fut-，监测12、24和48 h时的细胞杀伤效率
（cytotoxity）。结果如图5所示，无论是Hep G2（图5a）
还是Huh 7（图5b）细胞，细胞杀伤效率均随作用时间
的延长而增强，均在48 h检测到最强的ADCC效果，
达到90%以上的细胞杀伤。在Effector/target比例方
面，在Effector/target为50/1时观察到最强的ADCC效
果；而对于Hep G2或Huh 7细胞，GC33-fut-介导的细
胞杀伤效率显著强于GC33-wt介导的，增强倍数在
1.22倍~3倍之间。
3 讨论
抗体治疗是近年来发展起来一种新型治疗手
段，以其特异性和安全性，广泛运用于多种适应症的
治疗。GC33是Roche开发的靶向与GPC3的单抗药
物，体外实验及动物疾病模型均证明其能够有效抑
制肝癌细胞的生长[5-6]；且其体内杀伤肝癌细胞，与
ADCC效率相关[5]，因此提高其ADCC效果可能是提
高该抗体治疗效果的有效途径。有大量的文献已经
表明，抗体恒定区N297为糖基化位点，其中岩藻糖
基化形式会降低抗体与FCGRⅢa的结合活性。本研
究通过表达去岩藻糖基化的GC33抗体，验证了去岩
藻糖基化不会改变抗体与靶标蛋白GPC3的结合活
性，但增强抗体与FCGRⅢa的结合活性，通过增强
ADCC效率增强了NK细胞对肝癌细胞Hep G2和Huh
7的体外杀伤效果。
在本研究中GC33抗体分别表达于野生型CHO
细胞和fut8缺陷的CHO细胞中，分别获得GC33-wt和
GC33-fut-抗体，产量上没有显著的差异；人源IgG1
型抗体的重链N297附近区域疏水性较强，导致该区
域具有较强的聚集倾向，而N297位的糖基化正好覆
盖住疏水区域，极大程度地降低了抗体的聚集[12-13]。
抗体的糖基化形式可能会导致抗体性质的改变，如
Nakamura的研究中显示，adalimumab的重链恒定区
178位的去糖基化导致抗体的疏水性增加，进而导致
抗体出现聚集倾向，其Fab经Non reduced SDS-PAGE
分析发现分子量增大[14]；而抗体的聚集会增加抗体
的免疫原性，同时使抗体药物在机体中安全性下
降[15-17]。在本研究中，从SDS-PAGE看来，2株抗体在
分子量上没有显著的差异，且都有很好的分子均一性，
无较大比例的HMW。这与louie的研究结果一致[18]。
通过糖基化改造提高抗体药物的治疗效果已经
在多种药物上获得了验证，比较典型的有：MedImmune
公司开发的Benralizumab[19]，Kyowa Hakko Kirin公司
开发的mogamulizumab[20-21]等。Yamane Ohnuki的研
究显示，利用敲除Fut8基因的CHO细胞表达抗CD20
的抗体利妥昔，获得了去岩藻糖基化的利妥昔单抗，
该抗体与FCGR Ⅲa的结合活性增强约4倍，而该抗
a) The target cell is Hep G2; b) The target cell is Huh 7. n=3. *P<0.05; **P<0.005.
图5 GC33依赖的NK细胞对肝癌细胞的杀伤作用
Fig 5 GC33-dependet cytotoxicity of NK92 cells to hepatoma carcinoma cells
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体的ADCC较野生型单抗提高了100倍[22]。而Louie
的研究中也显示[18]，去岩藻糖基化可以增强抗体的
ADCC效率[18]。本研究中，我们对GC33进行去岩藻
糖基化改造，使其与FCGR Ⅲa的结合活性增强了近
7倍，但ADCC效率最高增强了3倍。这说明对不同抗
体而言，糖基化改造对ADCC效率的增强效果不同。
本研究中100∶1效/靶比的杀伤效率显著低于
50∶1效/靶比，Lallemand等科学家2017年关于CD20
抗体研究中也出现类似的现象；该研究显示E/T比在
6∶1时ADCC效果最强，E/T比进一步上升至12∶1或
24∶1时，ADCC的效果都会被减弱，可能原因为：NK
细胞在高密度接种时，NK细胞直接进入平台期甚至
衰亡期，部分ADCC相关信号通路的转导效率下降，
直接导致NK细胞对靶细胞杀伤效率的减弱[23]。
从Rituximab的研究来看[24]，去岩藻糖基化改造
使Rituximab在体外的ADCC活性由原来的5%增加到
10%，提高了1倍；在动物实验中，野生型Rituximab治
疗组的CD4+的肿瘤细胞比例为50%左右，而去岩藻
糖基化Rituximab治疗组的CD4+的肿瘤细胞比例下
降至5%左右，即抗肿瘤能力提高了10倍；可能原因
是体外的NK细胞是有限的，且在实验过程中会逐渐
耗竭，而在动物机体中，机体可以不断地产生NK细
胞，尤其对于部分患者而言，NK细胞处于激活状
态[25]。体外ADCC效果不完全等同于天然机体中的
效果，在体外实验中抗体的剂量、效应细胞和靶细胞
的数目都是有限的，效应细胞和靶细胞会随实验时
间的推移而逐渐耗竭；而在体内治疗效果会受抗体
药物在机体内的药物代谢动力学特征、肿瘤细胞表
面的GPC3丰度、患者的免疫状态、患者NK细胞的数
目及活化程度等多种因素的影响，在更接近于肝癌
患者的细胞模型和动物模型对药物进行研究才能更
为真实的揭示GC33-fut-在人体中的治疗效果。
综上所述，去岩藻糖基化改造GC33抗体，能够
增强其与FCGRⅢa的结合活性，并能在体外增强天
然杀伤细胞对肝癌细胞的杀伤效率，有望进一步开
发为新型肝癌治疗药物。
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